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香 田 渉
肥浦細胞は種々 の 臓 器の粘膜層, 結合織内に分布 L, こ れ ら臓 器に お ける微小環境の 稚持 に重要 な役割を果た して い る .
肝臓で は肝内大型胆管周囲お よ び 隔壁胆管周囲に トリ プ タ ー ゼ 陽性肥満細胞(胆管周囲月巴満細胞) が生理的に規則正 しく分布
し, 病的肝で は こ れら の 細胞 の 数と分布 が変動す る こ とが 知ら れ て い る . しか し, これ ら胆管周囲肥滴細胞の 意義に つ い て は
不明な点が多い . 本研 究で は肝内胆管周囲肥瀾細胞の 肝内胆管系の 微小循環 に果 たす役割 に注目 し, 血管作動性物質の 発現を
中心 に検討 した . 対象 は正常肝71例 (剖検60イ札 外科的切除1例, 楔状 生検10例), 慢性肝炎24例 (剖検11例, 外 科的切除
1例, 楔状生検12例), 肝硬変45例(剖検42例 , 外科的切除0例, 模状生 検3例). まず, 肝内胆管系に分布す る肥満細胞 を肥涌
細胞特異的 トリ ブ タ ー ゼ の免疫組織化学的検討 (エ ン ビジ ョ ン 法) に より調 べ た . 次に , 肝内胆管を中心 に 血 管作動性物質,
すな わち 一 酸化窒素を産生す る誘導型 一 酸化窒素合成酵素お よ び 内皮型 一 酸化窒素合成酵素, エ ン ドセ リ ン1 お よ びその 受容
体で ある エ ン ドセ リ ンA 受容体 お よび エ ン ドセ リ ン B受容体, ヒ ス タ ミ ン, キ マ ー ゼ の 発現を免疫組織化学的 (エ ン ビ ジ ョ ン
法お よ び ス ト レ プ ト ア ピ ジ ンービ オチ ン ー ペ ル オキ シ ダ ー ゼ 複合体法) に検討 した . 肥満細胞 は肝内胆管, 特に胆管周囲血管
叢 の 微小血管 に近接 して 分布 し, しば しば こ れ ら血 管 の 周皮細胞に隣接 して い た. 肝硬変で は胆管周囲血管叢の 微小血管は 正
常肝 より増加, 拡張 し, 胆管周囲肥満細胞数も正常肝 (39.4± 20.8/m m
2
) に 較べ 肝硬変 (59.0± 29.9/m 皿
2
)で有意 に増加 して
い た b<0.05). 慢性肝炎 (46.6± 28.3/m 皿
2
) で はiE常肝と肝硬変の 中間値を示 した . 胆管周囲肥満細胞 は エ ン ドセ リ ン1 が陽
性であり, ヒ ス タ ミ ン , キ マ ー ゼ , 誘導型
一 酸化窒素合成酵素, エ ン ドセ リ ン A受容体お よ び エ ン ドセ リ ン B受容体の 発現も
み ら れ た . 胆管周囲血管叢 の 周皮細胞は エ ン ドセ リ ン1, 誘導型 血 酸化窒素合成酵素, エ ン ドセ リ ン A受容体お よび エ ン ドセ
リ ン B受容体を発現 して い た . 胆管周囲血管叢の 血管内皮細胞は内皮型 一 酸化窒素合成酵素と エ ン ドセ リ ン1を恒常的に発現
し, エ ン ドセリ ン A受容体 お よ び エ ン ドセ リ ン B受容体, そ れ に誘導型 山 酸化窒素合成酵素を種 々 の 程 度に発現 して い た . 胆
管上 皮細胞も誘導型 一 酸化窒素合成酵素, エ ン ドセリ ン 1, エ ン ドセ リ ンA受容体お よ び エ ン ドセ リ ン B受容体を種 々 の 程度
に発現 し て い た. 正常肝と 比 較 して 肝硬変で は肥満細胞, 血 管内皮細胞, 周皮細胞 , そ れ に胆管上皮 で の こ れ ら血 管作動性物
質 の 発現が強くみ られ , 慢性肝炎で は 中間的であ っ た . こ れ らの 血 管作動性物質が パ ラク リ ン ある い は オ ー トク リ ンの 横序に
より, 胆管周囲の 微小循環系 に関与 して い る と考 え ら れ た. 特に , 胆管周囲肥満細胞が 正 常肝の 胆管周囲血管叢の 血 行動態 を
調節 し, さ ら に胆管系周囲の 肥満細胞を含む種々 の 細胞成分か ら 分泌さ れ る 血 管作動性物質が , 肝硬変に お ける胆管周囲血管
叢 の 血 管敵 お よ び異常 な血 行動態に関連 して い る こ と が示唆 され た . こ れ ら の 知見 は臨床の 場に お い て , 各種肝疾患 の 病態の
理 解 に必要であり, C T, M RI, 血 管造影な どの 各種画像診断や肝動脈塞栓術 を は じ め とす る イ ン タ ー ベ ン シ ョ ナ ル ラ ジ オ ロ
ジ ー の 解釈や 開発 に重要 な意義を有す るもの と 考えら れ た.
Eey w o rds M ast c ells, intr ahepatic biliarytre e, im m u nohistoche mistry, biliary microcirculatio n,
pe ribiliarYV aS Cularple x u s
肝 臓 は 消化管 で吸収 さ れ た栄養成分を代謝する と と も に ,
薬物 , 毒性 物質, 微生物 な どの 除去も行 っ て い る
l)
. そ し て ,
肝臓 の 多種, 多様な 機能の 発現と恒常性 は肝 に分布す る特異な
血行 に依存 して い る . 肝内 へ 流人 する 血 流と して 肝動脈, 門脈
が あり, 肝は 二 重の 血 行支配を受け て い る. 門脈 は門脈域内を
11
肝動脈 , 胆管 と伴 に 走行, 分岐 し, 終末 門脈枝 に至 り, 直接あ
る い は 終末肝動脈枝と吻合後類洞 へ 流 人す る2〕. 一 九 肝動脈
は同 じく門脈域を走行 , 分 岐し な が ら 終末肝動脈枝 に至 る が,
その 間に 多く の 分枝が派生 し, 胆 管を含め た門脈域内の 構成成
分を栄養す る:肘). 肝内胆管糸に関 して は , 肝 動脈 の 分枝が胆
平成11年11月22 日受付, 平成12年1月7日受理
A bbreviatio ns : A MeX, a C etO n e, m ethyl ben z o ate, a nd xyle n e;AS MA α -S m O Oth m u scle actin;A T, a ngiote n sin;b-
F G F
, ba sicfibr oblast gro wth facto r;E T, e ndothelin;L P S,1ipopolysa c charide; M CT, try ptaS ePOSitiv e, Chym ase
n egativ e m astc ells; M C
T C
, try ptaSePO Sitiv e, Chymasepo sitiv e m ast cells;iN O S,indu cible N Osynthase;eN O S,
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管周囲 に密な微小 な毛細血管叢(pe ribiliary va sc ula rplexu s,
P V P) を形成 し胆管 を栄養 し, P V Pの 輸出血管 は肝類洞 に直接
流入するか , あ る い は終末門脈枝と吻合 し, そ の 後肝類洞 に注
ぐ5). そ して , 各種肝疾患 の 病態 の 発生と遊行 に伴 い , P V P を
含む 肝微小循環系 の 血 行動態が変化す る こ と が 知 ら れ て い る .
P V Pの 微小循環系 の 変化や調節機構を理解する こ とが各肝疾患
にお ける病態の 理解 , 診断, 治療 に必要であ る.
さ て , 従来 , 肝 内微小循環
6)の 血 流調節 に関す る多く の検討
は類洞 レ ベ ル で行 わ れて お り7)
8)
, 終 末門脈枝 の 周皮細胞 や類
洞の 頬洞壁細胞 と血 管内皮細胞の 煩洞血流調節 にお ける役割が
検討さ れ て い る7)9). 肝 内微小循環 の 調節国子 と し て , 血 管収
縮物質である エ ン ドセ T) ン (e ndothelin, E T)1
1O)
, そ れ に 血管拡
張物質である N O
Il)が 中心的な役割を果た し て い る こ と が示 さ
れ , こ れ らの 調節物質 に よ る 内皮細胞 一 類洞壁細胞 の 相互作用
に関して多くの研究12卜 1刀が なされ て い る . しか し, 肝 内胆管周
囲で の微小血行動態に注目し た研究 は ほ と ん どなさ れ て い ない .
さ て, 肝内月旦管周囲 に は肝動脈 に由来する m が発達 してお
り, 胆管上皮の 生理 や 肝内血行動態 に重要な役割を果た して い
る
3)`り
. 肝 硬変で は こ の P V Pの 小血 管が増加 し, 拡張す る こ と
が 知ら れ て お り4)18), 肝硬変 な どで 肝内血流障害あ る い は 代償
機構 と し ての 血行動態 に種々 の 役割を果た して い る と考えら れ
る . 我々 は最近, 肥浦和胞 が肝内胆管の 胆管上皮直下 に規則的
に常 に分布す る こ と を報告した
19)
. 肥 満細胞 は種々 の 臓器 で 粘
膜層ある い は結合織内に局在 し, その 細胞質内 に多く の 生 理括
性物質を内包 して い る . そ して こ れ らの物質 を介 し て臓器 や組
織の 生理機能 , 免疫 , 炎症, 微小循環な ど微小環境 の 形成や維
持 に関連 して い る20)
､ 23)
. 例 えば 呼吸器 や消化器で は 肥満細胞
は粘膜層 に局在 し24卜 26), 粘膜上 皮 の イ オ ン 輸送な ど の こ れ ら
の 臓器の 粘膜機能, ア レ ル ギ ー 反応, 感染防御 な ど の 生体防御
機構 に大きな影響を与え る27 卜 29). 微小 循環 の 制御 に関す る肥
満細胞 の 役割も い く つ か の 臓 器 で 研究 さ れ て い る . 例 え ば,
Feldm a nら30)は肥満細胞 が食道粘膜血流 の 調節 に働 い て い る と
い う こ と を示 して い る . Walla c eら
31)は カ ブ サ イ シ ン に 対す る
胃粘膜の 充血 反応 が肥満細胞の 安定剤 であるdox a ntr az ole に よ
り減謁 し, 肥 満細胞 が 血 管内皮細胞 の N O合成 に関与 し て い る
こ とを明ら か に して い る . 肥満細胞 が産生する塩基性線維芽細
胞増殖因子 匝asic丘broblastgro wth ねcto r,b-F G F)や ト1) プ ター
ゼ が血管新生 に働く こ と も示さ れ て お り, 様々 な炎症性疾患 や
腫瘍性疾患 にお い て 病変部 に肥満細胞が集積 し, こ れ ら の 疾患
で 肥満細胞が 血 流調節や血管新生 に関与 して い る こ と も示さ れ
て い る32 卜 36). ま た , 肥満細胞が産生 する キ マ ー ゼ に より 誘導
され る ア ン ギ オテ ン シ ン (angiotensin , A T)Ⅱが 血 管収縮物質 と
して, 血管の リ モ デ リ ン グ 因子 と し て も関与 し て い る こ とが 示
さ れ て い る37)3 8). 肝 内肥滴細胞 に つ い て は細胞外基質の 分解や
線雄芽細胞の 増生 などを介 して肝線維化そ して胆管線維化 の 過
程 に関連す る と の 報告はある が19)39)40), 肝 内胆管系 の 局所血流
に お ける これ ら肥弼胡胞の役割 に閲 した 報告 はない .
本研 究で はまず肥滴細胞 に特異的な トリ ブ タ ー ゼ
39)の 免疫 染
色 に より, 肝 内胆管系に分布する肥満細胞を正常肝 , 慢性肝炎,
肝硬変 で検索 し, 次 い で代表的 な血 管作動性物質の 発現を免疫
組織化学的 に検討 し, 肝 内胆管系の微小循環 にお け る こ れ ら物
質の 役割を肥満細胞を中心 に検討 した.
材 料お よび方法
Ⅰ. 肝 内胆管系お よ び胆管周囲血 管叢 の分類
1. 肝 内胆管系
肝内胆管系を左右肝管 , 区域胆管(肝管の 1次分枝), 領域胆
管 (区域胆管 の 1次分枝 : 区域胆管の 前後分枝), お よ び これ ら
胆管 の 分枝 に分類 した3). 左 右肝管 , 区域 胆管, そ して 領域胆





こ れ ら の 胆管 は 肉眼的▼に同定可能である . 肝内大型月旦管 は線練
成分 よりなる固有の胆管壁を有 し, こ れ ら の 胆管糸に は胆管周
囲付属脱 が分布す る. 胆管周囲付属腺 は壁内お よ び壁外腺 より
なり , 前者 は 胆管壁内 に み ら れ , 後者は 胆管周囲組織内に み ら
れ る . 隔壁胆管 は外径 が100/J m 以上で 門脈域で肝実質と離れ て
み ら れ る . 小葉 間胆管は 20～ 100/ノ m の 内腔を有す る門脈域末
梢域 の 管状構造で , 中等大小葉間胆管(内脛 : 40～ 80/ノ面 お よ
び小型小葉間胆管(内脛:20～ 40〃両 に亜 分類 さ れ る. 紺胆管
は 内腔20〃 m 以下 で 門脈域末梢域で肝実質に接 して み られ る ･
2 . 胆 管周囲血管叢
肝内大型胆管 と隔壁胆管周囲に は発達 した m がみ られ , 内
層 , 中 間層 お よ び外層 に分類 さ れ る
4)
. 内層 は 胆管上 皮直下 で
チ ェ ー ン 状 の 毛細 血 管網と して み ら れ, 外層 は 胆管周囲結合組
織内 に, 中間層 は 胆管壁内 にみ ら れ , い ず れも毛細血管, 小動
脈お よ び 細静脈と して み られ る . さ ら に , 肝 内胆管付属腺, 特
に壁外腺 の 内部 お よ び周囲 にも多く の 小動脈 や毛細血管が存在
し, m の 一 部を構成 して い る .
3 . 門脈域 の 分類
小型小葉間胆管を含 む門脈城を小型門脈域, 中等大小黄開腹
管 を含 むもの を 中等大門脈域 , 隔壁胆管お よ び肝内大型胆管 を
含 むもの を大型門脈域 と した . なお , 肝門部結合組織も大型門
脈域 に含 め た .
tl. 材 料
金沢大学医学部第二病 理学教室 に保存 され て い る 正常肝お よ
び慢性肝疾患 (肝硬変 を含む) の 剖検 , 外科 的切除肝 お よ び 楔
状生検組織 を用 い た (表1). 全 て10 %中性緩衝 ホ ル マ リ ン 固定
パ ラ フ ィ ン 包埋肝 であり, 小型, 中等大, 大型 門脈城 を含 んで
い る
. 71例の 正 常肝 は軽度 の 非特異的変化を示すもの を含 んで
い る. 慢 性肝炎 は24例 (C型肝炎 ウイ ル ス 関連 19例 , B型肝炎
ウイ ル ス 関連5例) で , 肝 硬変 は4 5例(C塑肝炎ウ イ ル ス 関連
31例, B型肝炎 ウイ ル ス 関連9例, ア ル コ ー ル 性5例)である .
さ ら に , 正 常肝 5例 お よ び肝硬変4例 で は ホ ル マ リ ン 固定標
本 に加 え て ア セ ト ン ･ メ チ ル ベ ン ゾ エ ー ト ･ キ シ レ ン
(a c eto n e, m ethyl be n z o ate, a ndxylen e, A MeX)
41)で 固定彼の 標本
を用い た . す な わ ち, 肝 組織標本を ア セ ト ン で-20℃ で 一 晩
固定 し, メ チ ル ベ ン ゾ エ ー トお よ び キ シ レ ン で 処理 し, 引き続
きパ ラ フ ィ ン で 包 埋 した . A MeX 固定 は 蛋白, 核酸 の 抗原性 の
保存に優れ て お り, 免疫 染色 に適 して お り, 組織 お よ び細胞構
造もよく保存され る.
Ⅱ . 組織学的, 免疫組織イヒ学的研究
1 . 組織 学的検討
ホ ル マ リ ン 固定 お よ び A MeX固定後 の パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク よ
e ndothelial N Osynthas e;P V P, Pe ribiliary v as cularplex u s;
T N Fp α ,tum Or n e C r O Sis 払ctor a
str eptA B C, StrePta Vidin
-biotin-Pe r O Xidas e co mplex;
月旦管周囲肥満細胞と胆管周囲血管叢
り20枚以 上 の 4/ノ m 切片を薄切し, その 内3枚を用い H E染色,
鍍銀染色お よ び アザ ン 染 色を行 い , 光 学顕微鏡 に て観察 した .
残りの 切片は 以 下 の 免疫組織化学的検討 に使用 した .
2 . 免疫組織化学的検討(免疫染色)
肥満細胞 に含有され て い る プロ テ ア ー ゼ で ある トリ ブタ ー ゼ
お よ びキ マ ー ゼ , 血 管作動性物質と して ヒ ス タ ミ ン , N Oを合
成す る内皮型 N O合成酵素(e ndothelial N Osyntha se, eN O S)お
よ び誘導型 N O合成酵素 (inducible N Osynthas e,iN O S), E T l
お よ び そ の受容体であ る m 受容体お よ び E T B受容体, 血 管
内皮細胞 マ ー カ ー で ある C D 34の 検出を行 っ た. なお , 肥満細
胞は中性プ ロ テ ア ー ゼ の 一 種 であ るキ マ ー ゼ の 有 無に より大き
く 2つ の 塾 に分けら れ る. す なわ ちM CT(トリ ブ タ ー ゼ 陽性,
キ マ ー ゼ 陰性肥満細胞) と M C
′
陀 (トリ プタ ー ゼ 陽性, キ マ ー ゼ
陽性肥満細胞)である25).
使用 した 1次抗体,2次抗体 およ び最適希釈倍率を表2 に示す.
免疫染色は通常の ス ト レプ トア ピジ ン ー ビ オチ ン ー ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 複合体 (StrePta Vidin-biotin -Pe rO Xida se co mple x, Strept
A B C) 法あ る い は マ ウ ス あ る い は ウ サ ギ用 エ ン ビ ジ■ヨ ン +
(EnVision +, mOuSe O r ral)bit) 法(DA K O, Glo strup, Den m ark)を
用 い て 行 っ た . ま ず, 脱パ ラ フ ィ ン 切片を0,3 %過酸化水素加
メ タ ノ ー ル 液中 に30分間反応 させ , 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
を失括 させ た . な お , キ マ ー ゼ の 染色に 関 して は A MeX固定の
切片を用 い た . 10 %非免疫 血清で30分間処理 した 後, 肥満細
胞 トT) ブ タ ー ゼ , 肥 満細胞 キ マ ー ゼ , C D 34, E T-1 お よ び
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eN O S に対す る マ ウス モ ノ ク ロ ー ナ ル 1次抗体 , ヒ ス タ ミ ン ,
iN O S に対する ウサ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 1次抗体お よ び m お よ
び m B受容体 に対す る羊ポ リ ク ロ ー ナ ル 1次抗体で 4℃で 一 晩
反応 さ せ た . P B S で洗浄後 , ETA お よ びE T B受容体 に関 して
は切片 を室温で 45分間抗羊IgG ビオテ ン 化 ウサギ2次抗体で反
応 さ せ , その後strept A BC (D A K O) で室温 で45分間反応させ
た. その他の 抗体 に関 して は, 切片を各々 マ ウス 用ある い は ウ
サ ギ用の エ ン ビ ジ ョ ン + (D A E O) で 処理を した. ペ ン ジ ジ ン反
応 に よ り, 褐色に発色し, 核 は ヘ マ トキ シリ ンで 弱く染色した.
なお, 免疫染色の陰性 コ ン ト ロ ー ル は 1次抗体 の代わりに非免
疫血清を使 っ て行い , 染色が 陰性化す る こと に より確認した.
3 . 二重免疫染色に よ る検討
肝内月旦管周囲のトリプタ ー ゼ 陽性肥満細胞とP Ⅵ〉 の周皮細胞
と の 関連性, トリ ブタ ー ゼ 陽性肥満細胞で のiN O S お よび即し1
の 発現を検討する た め , トリ ブ タ ー ゼ とア ル フ ァ平滑筋 アク チ
ン (a -S mOOth m u sde a ctin,ASM A), iNOS, 防 1の二 重免疫染
色 を5例 [正常肝2例, 慣性肝炎(C型肝炎 ウイ ル ス 関連)1例,
肝硬変 (C型肝炎 ウイル ス 関連)2例] を用い 検討 した . A S M A
は 血管平滑筋細胞の み な らず周皮細胞 にも局在する こ と が知 ら
れ て い るヰ2).
すな わ ち, A S M A, iNO S, 『ト1を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ー ベ ン
ジ ジ ン反応 に より褐色 に染め , その 後 トリ プ タ ー ゼ をベ ク タ ー
ブ ル ー (Ve cto rh bo ratorie s, Bu rling am e, US A) に より青色に染
め た . まず, 脱 パ ラ フ ィ ン切片の 内因性ペ ル オ キ シ ダ ー ゼを失
Tablel. M ain cl in ic al ftatur es of thepatie nts and theirliver specirn en S
Hepaticdise ases Sex _ Age
(n u mber ofcas es e x amined) (F:M) (X ± S D,ye arS)
Liv er spe cim e ns
Autopsy Surgicalres ectio n Wedgebiopsy




1 4:1 0 64.9±1 3.0

















F, 托m ale;M , m aIe.
Table2. Antibodies us edinthis study
Antibodies used
Anim als
im m u nized
Ty pe of optim aI dilutio n
antibod ies
Prim ary antibodie s against
CD34
Mastce11tryptas e, A A i
Mastcellchym ase
H ista min e
Endothelin,1
Endothelin A Rec eptor
Endothelin B Re c epto r
Indu cibleN itric O又ideSynthas e
Endothelial N itricOxideSynthase





I M MUNOT E CH, M arceille, Fra nc e
D A KO,Glo struP, De n m ark
BIO G EN ESI, England, UK
ICN Pharm ac euticals, Auror a,OH, U SA
A FFINT Y BIOR EAGE N TS,Golde n, C O, USA
A L EX IS,San D iego, C A, USA
ALE X IS, an D iego, C A, U S A
AFFIN IT Y BIO R EAGENTS, Golden, C O, U SA
TRA NSDU CTION L AB ORAT ORIE S, Le xingto n,
KY, US Å
Vector Labor atories,Burlinga m e, CA, U SA
DAKO,Ca rpinteria,C A,US A
DAKO,Carpint eria,CA,U SA
Mo u se M o n oclo n al
Mo u se M o n oclo n al
M ou se M o n o clo n al
Rabbit Polyclo nal




M o us e Mo n o clo n al
Rabbit Polyclon al
Go at Polyclo n al














Fig.1. Im mu n ohistoche mical staining oft
rypta s e･ (A)
Tryptas evpositive m a stc ells(bro w n)a re reguladydistributed
alo ng the du ct lu m e n and spar Sely s c atte red in the du ctw all
andperidu ctaltis su e. Scale ba rin dicate slOO/Lm ･ 田)So m e
trypta se-pO Sidv em a stc ellsO)rO wn)ares e en a ro u nd 也e septal
bile du ctin n o r mal 1iv e r. Scale barindicates lOOFL m . (C)
M anytryPtaSe
-
pOSitiv e m astcels(bro wn)a rese e n a ro u nd 也e
s ept al biledu ct in cirrho也c 伽e r･ Scaleba rin dic ateslOOfLm ･
Table 3. Nu mber of peri bilary m ast c ells in n orm al liver,
chr o nichepatitis andliv er cirrhosis
Hepaticdise as es
(nu mber ofc as es e x amin ed)
No Ⅲ1al liv er(7 1)
Nu mber ofm ast cellsaro u nd
s eptal bileducts(X ±SD,/m m
2)
Chro nichepatitis(24) 46･6±28 3








































































0 ● ○ ● 0
00
● ● ● 0
0 0 ● 0 0
● ● ● ●
○● ●
● 0 0
● ● ● ○● ○
●○● 0 0 0 ●○ ● ●
○ ● ○ ● ● ●● ●● 0 0 ● ○
●●●○ ● ●●● 0 0 0
0 ● i 苗妄言さ○● ●●
●○●○ ● ●● ● ●
0 20 0 40 0 60 0 8 00
N u mbe r of mic r o v e $ S els
a r o 11 nd s ept al bile d11 CtS
Fig.2. Co r relation betw e e nthe n u mbe
rs ofpe ribilia ry
mic ro v e s s el andperibilia ry m a stc els･ T he pe ribilia ry m ast
c ells a ndthe v e s sels ofpe ribiliary v a s c ula rple x u s a r e
pa r a11el in their n u mbe r sin n o
r m al a nd cirrhoticliv e r s･
r;0.713, ○, n O r m al liv e r;⑳,1iver cirrho sis･
t
､ J･
Fig. 3. Do uble-im m u no staining oftry pta s e and α
- S m O Oth
m uscle actin. Som e oftrypta se
-pO Sitive m a st ce11s(blu e) are
lo cated clo setothe α - S m O Oth m u scle a c血 i) O Sitiv epericyte s
O) rO wn)in cirdl O也cliv e r. Scalebarin dicate slOOFLm ･
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括さ せ , 10 %非免疫ヤ ギ 血 清 で処理 した . 次 い で , 抗 C D 34,
A S M A, E T lマ ウス モ ノ ク ロ
ー ナ ル 1次抗体ある い は抗iNOS
ウサ ギ ポ リ ク ロ ー ナル1次抗体で4℃ で 一 晩反応 させ た . P B S
で 洗浄後, 室温 で4 5分間マ ウ ス 用あ る い は ウサ ギ用 エ ン ビ ジ
Fig.4, Do uble
-im m u n o staining ofe ndothelialnitric oxide
syntha se and C D 34. M ajorityofv a s cula r e ndothelial ce11sis
do uble po sitiv e(da rk br o w n)for endothelial nitric o xide
syntha s e(bro wn)andC D 34(blu e)in cir血 oticliv er. Sc alebar
in dic ate slOO/L m .
議巨塞 ∵ ∴ ∴ ∴ ∴
Fig. 5. Do uble-im m un o staining of indu cible nitric o xide
syntha s e and α
- S m O Oth m u s cle a ctin ･ Va s c ula r endothelial
c ells, pe ricytes, m a St C ells, a nd biliary epithelial c ells a re
po sitiv eforindu cible nitric o xide syntha se(br o w n)in cirrhotic
liv e r. M由0rity ofpericyte sisdo ublepo sitive(dark bro w n)fo r
indu cible nitric o xide syntha se a nd α - S m O Otll m u SCle a ctin
O)lu e). Scalebarindic ate slOO/Lm .
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ヨ ン +で 処理 し, ベ ン ジ ジ ン反応 に て褐色に発色した . それか
ら流水 に て洗浄後, P BSで98℃で10分間処理 した. 次い で抗
ヒ ト肥満細胞トリ ブタ ー ゼ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナル 1次抗体を反
応させ た後, エ ン ビジ ョ ン /A P(EnVision/A P) (I) A K O)で 反
Fig.6. Do uble-im m unostaining of indu cible nitric o xide
syntha s e andtry ptase. So m e m ast
'ce11s a redo ublepo sitiv e
(da止 bro wn)fo rindu cible nitric oxide synthas e(bro w n)and







Fig･ 7. Do uble
-im m u n o staining ofe ndothelin l and α - S m O Oth
m u s cle a ctin . Va s cular e ndotheli alc e1s, pericyte s, m aStC ells,
and biliaryepithelialc ells a repo sitivefor e ndothelinl(bro w n)
incirrhoticliv e r. Majo rity ofpericyte sisdo ublepo sitiv e(dark
br o w n)fo r e ndothelin l and α - S m O Oth m u s cle a ctin (blu e)･
Sc aleba rindicate slOO./Lm .
Table4. Im m u n oh isto chemic alres ults o nvas oactiv e m ediators aro u nd bileductsin nor m ala ndcirrhoticliv ers
Vasc ula r e ndotheliu m of P V P Pe ricyte s ofPV P
Vasoactiv e m ediato r s
No r m al CirThosis No m al
Indu cible nitric o xide syntha se
Endothelialnitric o xide synthase
Endothelin -1
EndothelinA r ecrepto r
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応 さ せ た . ア )t/ カ T) フ ォ ス フ ァ タ
M ゼ 活 性 は al kalin e
pho sphata se substrate kit3 Ⅳe cto rIAbo rato ries)で 青色に発色
した.
コ ン トロ ー ル は･1次抗体 の 代 わり に非免疫血清を用 い , 反応
が陰性化する こ と に より確認 した.
4 . 肥満細胞数 お よ びP V p 血管数 の 計測
C D 34, トリ ブタ ー ゼ , 血 管作動性物質の免疫染色標本(連続
切片)を用 い , 顕 微鏡用デ ジタ)L/ カメ ラ D I GI m LC A M E R A
H C-300(富士 フ イ ル ム , 東京) で條を マ イ ク ロ コ ン ピ ュ ー タ に
取 り込 み , 画像 解析 ソ フ トで あ る N I H I M A GE (Nation al
In sdtute s of Health, Bethe sda, US A)を用い て解析した . それ ぞ
れの 切片で 3 ～ 5ケ 所 の 隔壁胆管周囲お よ び1 ～ 3ケ の 肝内大型
版管周囲を選択 し, トリ ブタ ー ゼ お よ び血管作動性物質を発現
し て い る月巴潤珊胞数, お よび C D 34を発現 して い る 血管内皮細
胞を同定す る こ と に より血管数を月旦管周囲領域 に限定 して 数え
た
.
この月旦管周囲領域の 面構をNIH I M A G E で測定 し, 月旦管周
囲の 単位面積当たりの 肥満細胞密度を算出 した .
5 . 統計学的検討
正常肝お よ び 各種病的肝 に おけ る胆管周囲肥満細胞数 の平均
値お よ びキ マ ー ゼ 陽性肥満細胞の 比率の 差をt検定で検討 した .
胆管周囲肥潤細胞数 と 叩 血 管数の 関連 に つ い て は相関係数 を
もと め, ピア ソ ン の相 関係数を用 い て検定 した .
成 績
Ⅰ. 正 常肝, 慢性肝炎お よび肝硬変に お け る肥満細胞 の分布
と局在
1. 肥満細胞 の 分布
肥満細胞は免疫組織化学的 に ト リ プタ ー ゼ 強陽性を示 した
(図1). トリ ブ タ ー ゼ 陽性単核細胞を肥満細胞 とし, 以 下 の 検
討を行 っ た . トリ ブタ ー ゼ 陽性肥満細胞 は肝内膳管付属腺 の
周囲や隔壁胆管, お よ び 肝内大型胆管 に沿 っ て規 則的 か つ 密





と 呼ぶ . トリ ブ タ ー ゼ 陽性 の 胆管周囲肥満
細胞は胆管 上皮細胞 の直下 で は 密 に 規則正 しく分布す る が ,
胆管壁や月旦管周囲組織 で は 散在性 に分布して い た ( 図1 A). 肥
満細胞 は小葉閏月旦管, ある い は細月旦管の 周囲で は散見 さ れ る
Fig.8. Do uble
vim m u n o staining ofendothelin l a nd trypta s e･
M ajo rity of m a st c ellsis do uble po sitiv e(da rk brow n)fbr
e ndothelin l(br o w n) a ndtry pta s e(blu e)in cir血 oticliver.
Scalebar in dic ateslOOFL m .
Fig.9･ Do uble
-im m u nost aining ofe ndothelin A re c eptor o r
endothelin B re cepto r a nd α
- S m O Oth m u s cle actin . 仏)
Vasc ula r endothelialc ells, Pericyte s, m a St C ells, a nd bilary
epithelialc ells a repo sitive for e ndothelin Are c epto r(br o wn)
incir rhoticliv e r. M ajority ofpericyte sisdo ublepo sitiv e(da止
bro wn)for e ndothelin Arec epto r and a -S mOOth m u scle a ctin
O)1u e). Scalebarin dic ateslOOFLm . O3)Va sc ula r e ndothelial
cells, pe ricyte s, m a St C ells, a nd biliarY epithelial c ells a re
positiv ebr e ndothelin B receptor(br o w n)in cirrhoticliv e r･
Sc aleba rin dicate slOOFLm .
Fig. 10. Im rn u n O Staining of histamin e･ So m ehista mineTpO Sitiv e
m a st c ells(br o w n)are s een a ro u nd the s eptal bile du ctin
ci汀hoticliv e r. Scalebarhldic ateslOOFL m .
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Fig. 11. Im m u n o staining oftrypta se and chym a se. 仏)So me try ptaseやOSitiv e m astcells(bro w n)ar e s e e n ar o u nd the s eptal bile du ctin
n o m a川 v e r. Scaleba rin dic ate slOOFLm . 田)0 nlya鹿w chym a s e-pO Sitiv e m astc ells(bro w n) ar e Se e n O n a n adjac e ntse ctio ntoA. Scale
barindic ate slOOFLm . (C)M anytrypta s e-pO S氾v e m a stcells ar e S ee n ar O u nd the s eptal bile ducts incirrhoticuv e r. Scale ba rin dic ate s













































Ⅳ0 血 l 如訂
･
】ほ 代 rd 血osis
Fig. 12. Proprtion ofm a或 Cdlswi dl 肥 匹d toim m undhido l emical
POSitivity ofchym a se and trypta s e. A bo ut halfofpe ribiliary
m astcelsin n o r m al live rs a retrypta s e-pO Sitiv e, Chym ase-
n egativ e m a st cells a nd the re m a ln l ng tryPta S e十pO Sitiv e,
Chym a s e-pO Sitive m a stcells, wi1ile m ajoritie s ofperibiliary
m a stc e1sin cirrhoticliver s ar etrypta se-pO Sitiv e, Chym a s e-.





Fig. 13. Mechanis m for regulatio n o nblood 瓜ow inperi biliary
V a S Cula rplex u s. M ic rov e ss els ofperi bilia ry v as c ular plex u s
a r ein cr･e a S ed a nd dilated inliv e r cir rho sis. Va s o a ctiv e
Substa nce s s e c r eted locallyfr o mthe cellcomponents
includ ing m astc ells arO u nd thebiliarytre e a rein voIv ed in the
hem odyn a mic regulatio n ofpe ribilia ry v a s c ular Ple x u sin
nor mal ber and in the v asculara nd hype rdynamic changeS Of
peribilia ryv a scularple x u sincirdlO Sis.
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の み で あ っ た. 肝 被膜 に は 多数の 肥満細胞 が認 め ら れ た が ,
肝実 質内の 類洞 や そ の 他 の 肝臓 の 部位 で は 趣く少数散見 さ れ
る 程度であ っ た . 正常肝(図1 B) に較 べ 肝硬変で は 肝内胆管周
囲 の 肥満細胞 は増加 して お り(図1 C), 慢性 肝炎で も正常肝よ
り増加 して い た.
2 ∴定量的検討
正常肝の 隔壁胆管周囲 の 肥満細胞数 は39.4 ±20･8/皿 m
2
で あ
っ た . 肝硬変で は 59.0± 29.9/m m
2
で 正常肝 に較 べ 増加して い
た (p<0-0 5) (表3)･ 慢 性 肝炎で の 胆管周囲月巴満細胞 の 数 は
46.6±28.3/m m
2
で 正 常と 肝硬変の中間であ っ た (表3)･ な お,
肝硬変で は月旦管周囲肥満細胞 は月旦管上皮直下 , 胆管 壁内お よ び
胆管周囲組織 で増加 し (囲1 C), 肝内月旦管付属腺 の周囲や内部
でも増加 して い た .
3 . 胆管周囲肥満珊胞とP W の関連性
正常肝, 慢性肝炎 お よ び肝硬変 に お い て, 月旦管上 皮直下 の 肥
満細胞 の多くが P V P の内層 の 小血管に密接して い た( 図1A)･
肝硬変で は正 常肝 に比べ てP Ⅷ 血管数 は増加 し, 叩 の 血 管膿
も拡張 して い た . 連続切片を用い た トリ ブ タ
ー ゼ お よ び C D 34
の 免疫染色で い ずれ の 染色も良好であ っ た 正常肝4 0例 (隔壁月旦
管周囲領域87ケ所), お よ び肝硬変25例 (隔壁月旦管周囲領域58
ヶ 所)を用 い た定量的研究 で , 正常肝お よ び 肝硬変で牌管周囲
肥満細胞数 とP W の 血管数 は正 の 相関関係を示した (r = 0･713)
(図2). トリ ブタ ー ゼ と AS M A の免疫 二重染色で は 正常肝 に お
い て 半数の月旦管周囲肥満細胞が A S M A陽性周皮稚胞 , あ るい は
血 管平滑筋細胞 に密接して認 められた (園3)･ 残 りの月旦管周囲
肥滴細胞は , 月旦管壁内お よ び月旦管壁周囲 の 結合織内 に散在 し,
まれに胆管上皮層内にも認 め られた .
Ⅰ . 肝内胆管 お よ び胆管周囲組織成分 (肥満細胞を含 む) に
お ける血管作動性物質の発現
1. N OS
l). eN O S
eN O S は正常肝 に お い てP V Pの 内皮細胞に検出 され る が , 慢
性肝炎お よ び肝硬変 で増加お よ び拡張した m の 内皮で は 発現
が増強 して い た (図4, 表4). 他 の細胞成分 に は明 ら か な eN O S
の 発現 はみ られな か っ た .
2). iN O S
正常肝 にお い てiN O SはP V Pの 血管内皮細胞お よ び周皮細胞
で陰性, あ るい は 極く 一 部 で検出され た ･ 胆管周囲肥満細胞 は
散在性にi N O S陽性で あっ た . 月旦管上 皮細胞と肝内月旦管付属腺
はiN O Sを弱く発現して い た.
一 方 , 肝硬変 に お い て はP Wの 血管内皮細胞 お よ び周皮細胞
に明瞭 に, そして 広範にiN O Sの 発現が み ら れ た (図5, 表4)･
肝硬変で はiN O Sを発現して い る肥満細胞 の数お よ び比率が増
加 して い た (図6, 表4). 肝硬変で は月旦管上 皮お よ び胆管周囲
付属腺で のiN O S の発現は より広範で か つ 強く染色された(図5,
表4).
2 . Fr l, m お よび m 受容体
E T-1 は正常肝 お よび肝硬変の PVpの 血管内皮細胞 , 周皮細
胞, 月旦管周囲肥満細胞と胆管上皮細胞および肝内胆管付属腺 に
検出された(図7, 表4). F ト1 と トリブタ ー ゼ の免疫二重染色
で は トリ プタ ー ゼ 陽性月旦管周囲肥満細胞の多く が E T lを同時
に発現して い た (囲8, 表4). 胆 管周囲肥満細胞を含め , E r l
を発現して い る細胞成分 の比率, 数お よ び染色強度は , 正常肝
より肝硬変で増加して い た (表4). m お よび m B受容体 は
P W の 血管内皮細胞, 周皮細胞 , 胆管上皮細胞 に検出 さ れ , 肥
満細胞 にも散在性 に検出さ れ た (図9, 表4).
3 . ヒ ス タ ミ ン
正 常 お よ び肝硬変 に お い て
一 部 の月旦管周囲肥満細胞が ヒ ス
タ ミ ン 陽性 で あ っ た (図10, 表4). さ ら に , 肝 内月旦管付属腺
や月旦管 の 基底膜 にも わず か に ヒ ス タ ミ ン の 免疫反応性 が確認
さ れ た .
4 . キ マ ー ゼ
正常肝で は トリ プダ ー ゼ 陽性肥満細胞 のうち約半数が キ マ ー
ゼ を発現 して い た (図1 1A, B, 図12).
一 方, 肝硬変で は トリ ブ
タ ー ゼ 陽性肥満細胞 の ほ と ん どが キ マ ー ゼ も発現して い た (図
11C, D, 図12). す なわ ち, 正常肝 で は 主 に月旦管上皮 の直下 や
肝内月旦管付属腺の周囲に位置す る月旦管周囲肥満細胞のうち, 約
半数が M CTで 残 りが M CTCで ある の に対し, 肝硬 変で は月旦管上
皮直下 や月旦管壁内 の も の も含 め て月旦管周囲肥満細胞 の多くが
M CTCで あっ た .
考 察
肝循環で は , 門脈枝 お よ び 肝動脈枝 の2 つ の 輸 入血管が肝類
洞 を経 て終末肝静脈枝 に流出 し, 下 大静脈 に流入す る ･ 特 に肝
類洞の 微小循環系で は類洞内皮細胞の 外周を輝洞壁細胞 が取り
囲ん で い る 点が 特徴的である . 肝臓 の多種多様な生理作用は こ
の 肝実質内で の 類洞を中心 とした微小循環系に依存し, 各種疾
病肝 に お い て こ の 微 小循環変化 が病態 の 発生, 進展 に重要であ
る . 肝実質を中心 と した 肝微小循環の 調節機構 に つ い て は こ れ
まで に多く の 研究 があり, 血 管内皮細胞 一 類洞壁細胞間の 相互
作用の 重要性が指摘 さ れ , 特 に生 体顕微鏡 の観察で血管収縮物
質 に対する反応 が終末門脈枝 で最も強く
7)
, 終末 門脈枝 の役割
が注目 さ れ て い る . これ ら の 領域で 血 管内皮細胞 が産 生す る
E T l は類洞壁細胞 の m 受容体 に作用し, こ れを 収縮 させ る
一 方, 自 ら の m 受容体 に作用 し, eN OSを活性化 させ る
43)44)
そ して N Oを産生 , 遊離 し, 類洞壁細胞を弛緩 させ る と考え ら
れ , こう し た終末門脈枝の 血 管緊張 の 調節 に よ り類洞血流が調
節 され て い る と さ れ て い る .
さて , 肝循 環 にお ける 肝動脈系の 役割, 特 に肝類洞に注ぐ以
前 の 影響 に つ い て の研究 は少な い . 類 洞血 流 は そ の 8 0 % が門
脈血流 によ る もの で 肝実質の 機能 は肝動脈 血流 に は直接依存 し
ない と い わ れ て い るが
45)
, ヒ ト の 肝移植 に お い て 肝動脈再建 と
動脈 血流維持が必須で ある . 肝動脈枝の 主経路 の
一 つ と して胆
管周臣削こP V Pと呼 ばれ る密な微小血 管叢 が形成 さ れ て お り ,
pvpか らの 輸出血管は直接類洞 に流入す る か , ある い は 終末門
脈枝 と吻合 しそ の 後に肝掛 剛こ注ぐ
2)5)
. pw は肝内月旦管系の 微
小循環系であり 4), 月旦管系を栄養し, 胆 管系の 生理作用 に重要
な役割を演ず る. さ ら に , 各種胆道系疾患 にお い て その 分布 と
数が変動し, そ の 病態 の 形成や維持 に関連す る こと が 知ら れ て
い る
4)
. 肝動 脈塞栓術 に よ り注入され た塞栓物質が末梢門脈枝
まで流入しこれを塞栓す る と い う事象 さ ら に門脈血流異常を
伴う肝硬変 に お い て 肝動脈由来の m が拡張, 増生 する と い う
病理組織学的観察結果な どか ら , 肝動脈孔 特 に P V P は肝微小
循環に果たす役割 の 観点か らも注目 に催す る と考えられ る∴ し
か しな が ら, P V P の血行動態 が正常 お よ び 病的状態で どの よ う
な機序で調節 さ れ て い る の か に関 して 不明な点が多い ･
席近 , 我 々 は 肥満細胞 が肝内月旦管上皮直下･に特異的に密 に規
則正 しく分布す る こ と を 明 らか に した ･ 肥満細胞 は多種多様な
胆管周囲肥満細胞と胆管周囲血 管叢
生理作用を有す るが , 最近, 血流調節 や血 管新生 へ の 関与 が注
目 さ れ て い る
4 … 9)
. 種 々 の 臓 器で 微小循環 に お け る 肥満細胞
の 役割 は研究 さ れ て い る が
3(l)3-)
, 肝内月旦管系の 微小循環(特 に
p w) の 制御轢構, 特 に正常肝 と肝硬変で のP W と胆管周囲肥
満細胞 と の 関係 に つ い て は こ れまで に研究さ れ て い ない ･ そ こ
で , 今 臥 P Wの 血行動態調節 にお け る肥満細胞の 役割 に注目
し, 血 管作動性物質と の 関連性 で検討 した ･
肥満細胞の分布を肥満細胞特異的トリ ブ タ ー ゼ の 免疫染色で
検討す る と, 肥満細胞は肝内胆管付属腺 の 周囲や 隔壁胆管お よ
び肝内大型牌管 に沿 っ て , 特に 胆管上皮直下 で規則正 しく常 に
分布 して い た (図1 A). こ れ らの 所見 は正常肝胆道糸に お い て
月旦管周囲肥満細胞 が常在細胞 であ る こ と を示唆 し て い る ･
M u r ata ら
50)は大 型門脈域 にお い て 肥満細胞 が比較的密 に分布
する こ とを述 べ て い るが ,月旦管系と の 関連性 に は触 れて い ない ･
な お , 月旦管周囲肥満細胞 の 分布 パ タ ー ン は消化管お よ び 呼吸器
の 粘膜 にお ける肥満細胞の 分布 パ タ
ー ン に類似 して い る
24)､ 2`;)
この よ う な月旦管周囲肥満細胞の 特徴的分布 は こ れら の 肥満細胞
が月旦管上皮細月包あ るい は 付属腺上皮細胞 の 生理機能 , 胆汁 の 流
速や そ の 組成 の 変化 な どの 胆管系の 棟能 の 調整ある い は 局所防
御 に関与 して い る こ と を示唆する
51)52)
. 胆管系 へ の 血 流 の 調節
もこ れ ら胆管周囲肥満細胞が担 っ てい る と考え られ る .
今 回の 研 究に よ り, 月旦管周囲肥満相月包の 数 は肝硬変で は 正常
肝に比較 して 有意 に増加 して おり, 慢性肝炎で は 中間値を示す
こ と が 明 ら か と な っ た (表3). 肥満細胞 は トリ プ タ ー ゼ , ト
F G F, ヒ ス タ ミ ン な どを産生 し, こ れ らが線維芽細胞 の 増生 ,




管周囲肥満細胞 の 増加 は肝硬変 にお ける 線維化の 進行過程 を反
映 して い る もの と思 わ れ るが , さ らに月旦管周囲で の 血 流調節 に
も関係して い る可能性がある .
本研 究で , 正 常肝, 慢性肝炎, そ れ に肝硬変 にお い て月旦管上
皮直下 の 肥満細胞の 多くが m の 内層を含む小血管 に密接して
い た . 特 に トリ ブ タ ー ゼ お よ びA SM Aの 免疫二 重染色で これ ら
の 肥満細胞が A S M A陽性周皮細胞 に接 して い る こ と が示 され た
(図3). 周 皮細胞 は収縮能を持ち, 血管径 の 調節 に関連 して い
る こ とが 示 さ れ て い る
㍊)
. 肝硬変で は こ の P V Pの 小血 管が増加
し拡張す る4)こ とが 知 ら れ て い る が , 今 回の 定量的研究 で正 常
肝, 慢性肝炎お よ び肝硬変 にお い て月旦管周囲肥満細胞数と P W
の 血 管数が 正 の 相関関係 にあ る こ と が 示 さ れ た (図2). 月旦管周
囲肥満細胞 と P V P小血 管 の 数的お よ び組織学的な密接な関連
性, 特 に肥満細胞と周皮細胞 と の 密接した配置 は, 胆管周囲肥
満細胞が オ ー ト クリ ン , パ ラ ク リ ン ある い は ジ ヤ ク ス タ ク リ ン
を介してP Wの 血 管を調節して い る こ と を示唆する . 最近 , 肥
満細胞 が ♭F GFや トリ プタ ー ゼ を発現 し細胞外基質の 分解 や血
管内皮細胞 の増 生な ど に作用し, 血管新生 に 関与する こ と が報
告 さ れ て い る1 9)34)46)
､
49)
. 正 常肝お よ び肝硬変 にお ける 肥満細胞
数の 増加と PW 血管 の増生 の 有意の 関連性 は肥満細胞の 血 管新
生作用を示 して い る の か も しれ な い . な お, 真皮 にお い て 肥満
細胞数と 血 管密度の 間に同様な数的相関が報告され て い る54)
次 に, 月旦管周囲肥満細胞がP Wの 血行動態調裏釘こど の様に関
与 して い るか を血管作動性物質の発現を調 べ 検討 した. 血管作
動性物質と して , ヒ ス タ ミ ン , E T l, m お よび m 受容体,
キ マ ー ゼ
, i N O Sそ して eN O Sを選 び , 隔壁胆管 お よ び肝内大
型月旦管の 周囲で月旦管周田肥満細胞 , m , そ して月旦管上 皮で の
発現を中心 に免疫組織化学的に調 べ た .
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N Oは強力 か つ 重要な血管拡張物質 と して 知 ら れ て い る . 現
在, N Oの 微小循環 にお ける 役割は種 々 の 臓器 に お い て検討 さ
れ て い る . 本研究で は N Oの 産生 に 関連す る酵素 である eN O S
とiN O Sの 党規を検討 した . eN O S は正常肝で は 普遍的 にP V P
の 内皮細胞に検出 され, 肝硬変で そ の 発現が 増強 して い た (図4,
表4). iNOS は 正常肝で は 陰性あ る い は月旦管周 囲肥満細胞 ,
PV Pの 内皮細胞お よ び周皮細胞に わず か に検出され る程度であ
っ た. 肝硬変で はi N O Sを党規 し て い る肥 満細胞の 放と 比率が
増加 し(国6, 表4), P V Pの 内皮細軋 周皮細胞 でも明瞭か つ
広範 に発現 して い た ( 図5, 衷4). 正 常肝 で は 胆管上皮細胞 と
肝内胆管付属腺 にiN O Sの 弱陽性像が み られ たが , 肝硬変 で は
よ り広範 に, か つ 強く発現 して い た (図5, 表4). こ れ ら の 所
見 は 肝硬変で は 肝内胆管お よ びそ の 周囲 の 構成成分がi N O S と
eN O Sを強くか つ 広範 に党規 して い る こと を示 して い る . iN O S
は eN O S よ り 10倍強 い NO産生能をも つ と され る
55)5(ミ)
. 月旦管周
囲の 環境 で のi N O Sと eNOSの 党規増強は N Oの 産生 と 周間組
織 へ の 拡散 を誘導 し
57)
, それ は周皮細胞の 緊張に影響を及ぼす
と考 え られ る
細)
. そ の 結果, 肝硬変 に お い て特 にP V アでの 血管
拡張 と循環克進4)
5 9)(瑚 を 引き起 こす可能性 が高い . リ ボ ポ リ サ
ッ カ ラ イ ド (1ipopolys a c cha ride, LPS),･腫瘍壊死因子 ア ル フ ァ
(tu m o r n e cr o sisfa cto r a , TNF･ α) やイ ン タ
ー フ ェ ロ ン ガ ン マ
がiN O S の誘導 に関係 して い るの か も しれ ない . こ れ らは い ず
れ も肝硬変 で増加する こ とが 知ら れて い る . さ ら に , ヒ ス タ ミ
ン や サ イ ト カイ ン の ような肥満細胞由来の 物質もi N O Sの 発現
増強 を起こ して い る 原因とな っ て い る 可能性 がある . こ の よう
な状況 で , 胆管周囲肥満側胞 が直接 N O S を発現 し, さ ら に 間
接的 に肝内胆管周囲の他 の 組織成分 に N O S発現 を誘導し, さ
ら に は P V F小血 管の 拡張を引き起 こし, そ れ に よ りPV Pの 血
流 が増加す ると 考え ら れ る.
E Tlの 主な 機能 は m 受容体 に優先的に結合 し , 血 管 平滑
筋の 収縮に よ り局所 の 血管緊張を調節 す る こ と であ る. 内皮細
胞 は主 に 訂 B受容体 をも つ こ と が 知 ら れ て お り , こ れ を 介 し
て N O Sを産生 , 放出 し血 管拡張を引き起 こすと考え られ て い
る. 肝で は , E ト1は強力 な血 管収縮剤 であり, 類洞内でも類洞
外 でもオ ー ト ク リ ン ある い は パ ラ クリ ン に よ り械能す る
嗣)61)
本研 究で , 訂ト1 は正常肝 お よ び肝硬変 の P V Pの 内皮細胞 , 周
皮細胞り さ ら に ほ と ん ど全て の月旦管周囲肥満細胞と胆管上皮細
胞 , お よ び肝内月旦管付属腺 に検出され (図7, 8), さ ら にE T l
を発現して い る細胞成分 の 比率と数お よ び染色強度 は, 正 常肝
に 較 べ 肝硬変 で増加してい た. さ ら に m お よ び E TB受容体
は P Wの 内皮細胞 , 周皮細胞, 胆管上 皮腫胞 に検出さ れ , 少数
の 肥満細胞 にも検出さ れ た (図9). 肝硬変 の 肝内胆管上皮細胞
に お け る E T-1 と その m R N Aの 発現 に つ い て は すで にPin z a ni
ら
62)が 報告 して い る. また , ヒ ト月旦嚢上 皮細胞の 初代培養より
E Tl の分泌 が 示さ れ て い る
63)
. 訂 -1 はセ ク レチ ン 分泌な ど胆
管上 皮細胞轢能に関与する 醐 ほ か , 肝硬変 で は その 分泌が克進
し, 門脈庄克進症 の発生 の 原因の ひと つ と さ れ て お り
62)
, 打ト1
の 発現増強は形質転換成長因子 ベ ー タ , イ ン タ ー ロ イ キ ン 1,
T N F- α , エ ン ド ト キ シ ン , 低酸素状態な どが 関与する と さ れ
て い る . これ らの 報告お よび今回の 検討 よりP VP におい て も
m _1 はオ ー ト ク リ ン あ るい は パ ラ ク リ ン に よ り周皮細胞 に働
き, m の 収縮 に作用 して い る と考えられ る. さ ら に, 内皮細
胞 は 打ト1とその受容体との結合 に よりN O産生を誘導し, P Ⅵ)
の 血管拡張 に関連して い る可能性もあ る. m し1を発現 してい る
20
月旦管周囲肥満細胞は , 隣接 するP Wの 周皮細胞や内皮細胞 に働
き血管の 緊張性の 調節 に寄与して い ると考えら れ る .
ヒ ス タミ ン は 強力な血管拡張作用を示 し, さら にその 透過性




3O)は食道内の 酸 に対す る食道微小循環の 血 管
拡張性反応 に お い て 肥満細胞由来の ヒ ス タ ミ ン が N O依存性轢
構を介してその中心的役割を果 た し, そ の結 果生 じた 食道 の 充
血 が食道粘膜を保護す る こ とを明 らか に して い る . す なわ ち,
粘膜で の 血 流増加が食道あ る い は 他の 消化管に お け る粘膜保護
に寄与する こと を証明 した . 本研 究で は , 正 常お よ び肝硬変で
胆管周囲肥満細胞 の 一 部 は ヒ ス タ ミ ン 陽性で あ っ た (図10). 肝
内月旦管系周囲で は 肥満細胞か ら放出 された ヒ ス タ ミ ン が直接的
に血管 に働い た り, ま た 間接的 に内皮細胞の eN O Sの 誘導を介
して働き67), その結果P VPの 血管の拡張が起 こ る と考え られて
い る
. 食道 と 同 じ様に月巴澗細胞由来 ヒ ス タ ミ ン に よ る N O依存
性 の血 流増加機構を介 した動的模序が肝内胆管系 に沿 っ て作用
してお り, 粘膜保護 に寄与して い る可能性も考えら れ る
30)
. 最
近, Rothe と Ma a s s-M o re n o68)は ウサ ギで は ヒ ス タ ミ ン が肝亜 小
葉静脈の レ ベ ル で 肝静脈抵抗を引き起 こして い る と報告 して い
るが , この 効 果に つ い て は ヒ トで は不明であ る.
さて , キ マ
ー ゼ は血 管平滑筋細胞 に血管収縮剤 として働く こ
とが 知 られ て い る 瑚 . また, 血 管収縮因子で血圧を上 昇さ せ た
り平滑筋細胞 の増殖を誘導する A T I産生 酵素と して も知られ
て い る70). 肥満細胞 は キ マ ー ゼ の存在 に よ り, M CT (トリ ブ タ
ー ゼ陽性, キ マ ー ゼ 陰性肥満細胞)と MCⅧ (トリ ブ タ ー ゼ 陽性 ,
キ マ ー ゼ 陽性肥満細胞) の 大きく2 つ の タイ プ に 分けられ る25).
2 つ の タイ プは その 構造 と病態生理学的役割 が違 っ て お り71),
M CTCの 主要成分 の 一 つ が キ マ ー ゼ で あ る69). 今回 の 研究 に よ
り正常肝で は月旦管上 皮の 直下 や肝内胆管付属腺 の周囲 に位置す
る月旦管周囲肥満細胞の約半数が M CTで 残りが M CTCで あ るの に
対 し, 肝硬変 で は胆管上皮直下 や 胆管壁内の もの も含め月旦管周
印肥満細胞の 多く は M CTCタ イ プ で ある こ と が 明 らか と な っ た
(図12). この 結果 か ら肝硬変 で は 正常肝 に比 べ て 脱顆粒 に際 し
て より多く の キ マ ー ゼ が 分泌さ れ て い る と い うこ と が 示唆され
た . 月旦管周囲肥満細胞か ら 分泌 され た キ マ ー ゼ は 細胞外基質の
分解な どの 親織 の 再構築や炎症性サ イ トカイ ン の 活性化 な ど に
関与す るととも に, 肝硬変で は 正常肝より胆管系周囲の 血行動
態に強く関与する こ と が示唆 された.
PVP で は表4 に示 した 様な血管作動性物質 の発現 が み ら れ
た. 肝 内胆管系周囲 の 環境 に分泌され た 血管作動物質 は上述 し
た オ ー トク リ ン あ るい は パ ラ ク リ ン に よりP W に影響を及ぼす
ものと考えら れ る . そ して こ れ らの 血 管作動怪物質の作用, あ
る い は その 機序を図13 に図解的 に示した . 血 管内皮細胞お よ
び胆管周囲肥満細胞から産生 , 拡 散される N O, お よ び肥満細
胞が分泌する ヒ ス タ ミ ン は周皮細胞 に作用し, 血 管拡張 へ と作
用する . 血 管内皮細胞および肥満細胞 より分泌されたET l は
周皮細胞 の m 受容体に作用し血管収縮性 に作用す る. 一 方 ,
血管内皮細胞お よ び 肥満細胞 より分泌された どト1 は血管内皮
細胞の m 受容体 に作用し, N O産生を誘導し血管の 緊張性 の
調節をする . さら に, 肥満細胞 の分泌す るキ マ ー ゼ も直接ある
い は A r Ⅶを介して間接的に血管収縮 に作用して い る可能性 が
ある . ま た, 月旦管上 皮細胞 が産生す る N O や E T lも P V P に何
らか の影響を及ぼ して い る可能性が高 い . 肝硬変 で は正 常肝 に
比 べ て m が拡張 , 増 生する と とも に月旦管周囲肥満細胞も増加
して い る. 種々 の 血 管作動性物質の発現も増強 し, 肝硬変で の
P Ⅵ⊃ の 拡張 , 増生な ど の 病態形成 に関与 して い る と考え ら れ る.
肝小葉で は 肥満細胞 は極く少数 しか 存在せず, 内皮細胞や類洞
壁細胞 が主要な効果細胞 であ るが , 月旦管周囲で は胆管周囲肥満
細胞 が恒常的に分布し, 肝小葉と は異な ると思 われ る.
肝 硬変 の 合併症 の 一 つ と して 知 ら れ る 門脈庄先進症 は , 内
臓血管床 で の 末梢血管拡張 に よ り生 ず る循環過剰状態 に関連
し72), こ の循環過剰状態 は腹水や門脈圧克進症性胃粘膜障害な
ど の 肝硬変 の 合併症を引き起 こす と思わ れ る. 今 回の 研究 に よ
り, 肝硬変 で は P V Pの 血 管 が増加 し, 拡張 して い る こ と が 明ら
か に なっ た . そ して おそ らく肝硬変 にお け る末梢血管拡張 と循
環過剰状態を反映 して い る と思 わ れ る. 黄近の 研究で は循環過
剰状態 の 病因 に つ い て 局所で 作用す る内皮非依存性, およ び内
皮依存性 の強力な血管拡張剤 の産生増加, 特 に 血管壁 で の NO
の過剰合成の役割 が注目 され て い る73). 本研 究で 明ら か と なっ
た肝 硬変 に お ける月旦管系の微小環境 で の N O Sの 発現増強 は肝
硬変 に お ける m の 変化 に寄与して い ると考え られる. しか し,
正 確 な相 互関係 や m に おける 主要な化学伝達物質は不明であ
る . 肝硬変 で は 肝内膳管系 に分布する P W での 末梢 血管拡張 と
血流増加 の合併症として動脈 一 門脈短絡 が代表的である.
P V P での 胆管周囲肥満細胞 が発現 して い るiN OS, E T･1, キ
マ ー ゼ , ヒ ス タ ミ ン な どの 生物活性物質は P Wの 内皮細胞ある
い は周皮細胞 に影響 を与え て い る と考えられる . 月巴滴細胞 の細
胞質顆粒 に活性型として蓄積 さ れ て い る ヒ ス タ ミ ン や キ マ ー ゼ
の様な 血 管作動性物質は細胞外 に分泌 さ れ る と , 細胞外基質に
ある へ パ ラ ン 硫酸と結合 し, 比較 的安定な状態を保 つ と考えら
れ
69)
, m の 血管成分に長期 に わ た っ て効果を及ぼ して い る と
予想され る . 本研 究で 肝内月旦管付属腺 , およ び月旦管壁 の基底膜
に同定 され た ヒ ス タ ミ ン の 免疫反応性 は基底膜成分に結合 した
ヒ ス タミ ン を 示して い るも の か も しれ な い . そ して ヒ ス タ ミ ン
もまた 長期間に わ た っ て 作用する化学伝達物質の ひ と つ と 考え
られ る .
正 常お よ び病的肝 にお い て , 胆管周囲肥満細胞が どの 様 な 生
物活性を示すか は そ の 物 質の 産生 , 分泌を調節する機構 に依存
して い る と考え られ る. 例 えば, 肝硬変に お い て 循環中で増加
して い るL PS や T N F- α は肥 満細胞のi N O S発現増強に関係 して
い るか も しれ ない 74). Fore m a n75)は 神経単位 と肥満細胞の 比率
が局所血流量の調節 の よ うな 一 連の 生理作用 に関与 して い る こ
とや , 軸索 反射 に より末梢神経か ら放出さ れ る神経伝達物質が
肥満細胞 か らの ヒ ス タ ミ ン 分泌 に影響 して い る こ とを示 して い
る . 最近A kiyoshi ら
76)は肝臓 にお い て神経線維が肥満細胞 に近
接 して 存在す る こ と を報告して い る. Ucbida ら77)は m -1 が肥
満細胞 を刺激 し, 生物活性物質を放出 させ る と報告し, 肥満細
胞上 に m およ び m 受容体を証明 して い る . 肝臓 で 産生さ
れ る サ ブ ス タ ン ス P も肥満細胞 の 脱顆粒を引き起 こす とされ
る78)
.
こ れ ら の 成績 よ り, 月旦管周囲月巴満細胞は肝内自律神経線
維 お よ び肝内局所 で放出 され る液性因子 に より調節 され て い る
と思 われる . 最近, 月旦管上皮細胞が肥満細胞を活性化し集積さ
せ る幹細胞因子を発現 して い る こ とが報告 さ れ て い る
79)
. ヒ ト
の 疾患 と動物モ デ ル を使 っ た 胆管周囲肥満細胞 のさ らな る詳細
で包括的な分析 に よ り, 正常肝およ び肝月旦道疾患 にお ける 叩
の調節 の複雑なネ ッ ト ワ ー ク が明 らか にな る と思 われ る . 今回
の 検討 で は , P V P の血流調節 へ の肥満細胞の 関与 が示唆 さ れ た
が , こ う した PV アの 血 流調節機序を明ら か にす る こ と は , 各種
胆管周囲肥満細胞と胆管周囲血管叢
肝疾患 に お ける C T, M RI, 血 管造影な どの 画像診断 や肝動脈
塞栓術をは じめ とする イ ン タ
ー ベ ン シ ョ ナ ル ラ ジ オ ロ ジ ー の 解
釈や 開発な ど に応用でき, 重要 な臨床的意義 を有す るもの と考
えら れ る .
結 論
正 常肝お よ び肝硬変 で の肝内胆管周囲における微小血管 の 変
軌 肥満細胞 の 分布お よ び血管作動性物質の発現を免疫組織化
学的 に検討 し, 以 下 の 結論 を得た .
1 . 肥満細胞 は隔壁胆管 お よ び肝内大型胆管の 胆管上皮直下
に規則正 しく額 に分布し, 特に m 微小血管の 周皮細胞と解剖
学的に近接 して い た.
2 . 正 常肝 と比較 して肝硬変で は m の微小血管は拡張, 増
生 し, 胆管周囲肥満細胞もこ れ に平行 し て増加 して い た .
3 . 胆管 周囲肥満細胞の 多く は E T-1を発現 し, 様々 な 頻度
で ヒ ス タ ミ ン , キ マ
ー ゼ , i N O S, E m お よ び E T B受容体を発
現 して い た . P V Pの 周皮細胞 は F トi, iN O S, E T A お よびE T B
受容体を発現 して い た . m の 血 管内皮細胞はeNO Sと 汀 1を
恒常的 に発現 し, i N O S, E T A およ び E T B受容体 は様々 な頻度
で発現 して い た. 胆管 上 皮細胞 は E T-1, i N O S, E T A お よ び
m 受容体 を様々 な頻度 で発現 して い た .
4 . 正 常肝 と比較 して肝硬変 で は各種 の 血 管作動性物質 の 発
現 は強く, こ れ ら の 物質を発現 して い る胆管周囲肥満細胞数も
増加 して い た.
以 上 の 結 果 より , 胆管周囲肥満細胞を含むP V Pの 構成細胞
要素が産生す る 血 管作動性物質が パ ラ ク リ ン あ る い は オ ー ト
ク リ ン の 機 序 を 介 して P V P微小循環 の 調節 に協調的 に働 い て
い る と考え ら れ た . ま た , こ れ ら月旦管周囲肥満細胞を含む細
胞要素 か ら局所的 に分泌 さ れ る 血 管作動性物質 が肝硬変 に お
ける P V P血管 の 変動 お よ び 血行動態変化 に関連 して い る こ と
が 示唆 され た .
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Abstr act
Ourpilotstudy disclosed that try ptase
-
POSitive m as t cells wer er egula rly distributed aro u nd the s eptal a ndintrahepatic
largebileducts(peri biliary m a StCells)･ In this study, the pathophysiolog yof the m astcells w a s e xamined with r e spect tothe
micro circulation of theintrahepatic biliary tre ein n or mal(n=7 1)and chronic liver dise ase(n =69) c a s es, Which in cluded
Cirrhoticlivers･ M a st cells w erefo und close to the micr o ve s sels ofthe peribiliary v ascular ple xu s(P V P)sup plying the
intrahepatic bilia rytree, a nd we re丘equ ently aqac en t t o v as cular s mo o th muscle cellsin cluding the pencytes ofthese v es s els.
In cirrhosis, the num bers of P V Pmicrov e s sels and peribiliary m a stc ellsin cr ea s ed in par allel･ Expr es sion ofvas o activ e
Substanc es w a sex amined usingi mm u nOhisto chemistry. Pe ribiliary m aSt Cells w er efreque n tly positive fore ndothelin l(ET-
1), and w er evariablypositivefbr hista min e, Chym ase,indu cible nitric o xide synthase(iNOS), a nd e ndothelin A a nd B(E T A
a nd E T B)receptors･ Pericyte sof PVP e xpres s ed ET A and E T Br eceptorsin ad dito n toE T-l a nd i NO S. Endothelialnitric
OXide synthas e(eN O S)a nd E T-l w erec o n sta n ly pr ese nt, a nd E T Aand E TB receptors and i NO Sw e rev ariably expressed on
the vas cular endothelialcells ofthe P V P･ T he biliary epithelialcells als o expressed iN OS, E T-1, and E TA a nd E TB reC ePtOrS
fbcal 1y･ In co mpariso nwith norm al live rsthese va s o a c tive substan c e s we r e mo r e s trongly expres sed a ndthe nu mbe rs of m as t
C e11s expre slng thes e substan ce s w a s als ofo u nd tobe increa s ed in casesinv oIving cirrhosis･ It se e ms plausiblethatthese
Substa n ceshave a c ooperativeinflu e nc e on the micro circ ulation viaparacrin eand autoc rin e effects･ T hese results sug gest that
Peribiliary m aSt Ce11s play a r ole in the he m odyna mic regulation ofP V P in n orm al liv e r s, a ndthat v as o activ esubstan c e s
S e Creted loc ally fro m the cellc o mpo ne ntsincluding m astc ells ar o und the biliarytre e ar ein voIved in the vasc ular a nd
hyperdyn amic change sofPVP fou ndin c asesofcirrhosis.
